5 例 前 列 腺 况 T J CDR3 的 多 样 性 分 析 


民 


应 及 肿瘤 预后 判断 密切 相关 。 目 的 : 采用 高 通 量 测序 技术 
了 细胞 受 体 (TCR) 克隆 多 样 性 及 其 克隆 序列 。 方 法 : 


织 ， 提 取 DNA 后 经 多 重 
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多 样 性 与 宿主 免疫 有 反 


PCR 


究 前 列 腺 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 
收集 5 例 PC 患者 的 癌 组 织 和 癌 劳 组 
技术 对 TCR B 链 CDR3 区 进行 扩 增 。 用 Illumina MiSeq 进行 


测序 ， 经 过 数据 处 理 和 比 对 分 析 ， 比 较 前 列 腺 癌 组 织 TCR CDR3 组 库 的 组 成 特征 。 结 果 : 
前 列 腺 癌 组 织 具 有 更 高 程度 的 克隆 百分比 和 较 高 的 高 度 扩 增 克隆 比 HEC (HEC: 频率 > 样 
本 总 读数 的 0.5% 的 TCR 克隆 ) ， 并 获得 了 24 对 在 癌 组 织 样本 中 差异 表达 的 V-J 基因 组 
合 、16 对 在 癌 旁 组 织 样本 中 差异 表达 的 V-J 基因 组 合 。 结 论 : 前 列 腺 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 均 
存在 差异 性 的 V-J 基因 组 合 以 及 高 克隆 表达 的 HEC， 其 中 癌 组 织 样品 具有 更 高 的 HEC。 本 
研究 对 PC 发 生发 展 的 免疫 学 研究 提供 了 新 的 数据 ， 对 PC 免疫 监视 、T 细胞 受 体 变异 标志 
等 研究 提供 了 参考 ， 对 以 后 继续 研究 打下 了 基础 。 
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Diversity analysis of 5 CDR3s of T cell receptor B chain in 


Abstract: 


prostate cancer 


T lymphocyte receptors (TCRs) play an important role in antigen recognition immune 


response, and their diversity is closely related to host immune response and tumor prognosis. 


OBJECTIVE: To investigate the clonal diversity and cloning sequence of T cell receptor (TCR) in 


prostate cancer tissues and paracancerous tissues by high-throughput sequencing. METHODS: 


The cancer tissues and paracancerous tissues of 5 patients with PC were collected. After DNA 


extraction, the CDR3 region of TCR ß chain was amplified by multiplex PCR. Sequencing was 
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performed with Illumina MiSeq, and the composition characteristics of the TCR CDR3 library of 
prostate cancer tissues were compared by data processing and comparison analysis. RESULTS: 
Prostate cancer tissues had a higher degree of cloning and higher high-amplification clones than 
HECs (HEC: frequency > 0.5% TCR clones of total sample reads) and obtained 24 pairs of 
differential expression in cancer tissue samples The VJ gene combination, 16 pairs of VJ gene 
combinations differentially expressed in paracancerous tissue samples. Conclusion: There are 
different V-J gene combinations and high cloned HEC in prostate cancer tissues and adjacent 
tissues, and cancer tissue samples have higher HEC. This study provides new data for 
immunological research on the development of PC, and provides reference for research on PC 
immune surveillance and T cell receptor mutation markers, laying a foundation for further 


research. 
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前 列 腺 癌 CPC) 是 男性 泌尿 系统 中 常见 的 恶性 肿瘤 疾病 之 一 ， 近 年 来 随 着 人 口 老年 
化 ， 在 我 国 的 发 病 率 及 死亡 率 逐 年 上 升 ， 具 有 明显 的 种 族 及 地 域 性 差异 ， 且 大 多 数 患者 在 
确诊 时 已 经 属于 晚期 。PC 在 欧美 国家 甚至 跃 居 癌 症 死 亡 率 第 2 位， 据 统 计 2016 年 美国 新 
发 及 死亡 的 前 列 腺 癌 患 者 人 数 分 别 为 180890 和 2612002。 目 前 临床 上 治疗 手段 主要 有 手 
术 、 放 疗 和 雄 激 素 剥 夺 疗 法 ， 也 出 现 了 以 sipuleucel-T、GVAX、prostvac 等 为 疫苗 的 治疗 
方法 ， 同 时 以 免疫 抑制 剂 进行 抗 肿瘤 治疗 研究 已 出 现 申 ， 免 疫 治 疗 作 为 PC 的 治疗 热点 ， 
可 刺激 机 体 产 生 针 对 肿瘤 抗原 特异 性 的 抗 肿瘤 免疫 反应 。 由 于 前 列 腺 癌 发 生 和 发 展 机 制 极 
为 复杂 ， 在 临床 上 对 于 治疗 策略 的 选择 仍 比较 环 手 ， 因 此 ， 和 急需 对 PC 潜在 的 机 制 进行 研 
究 ， 分 析 其 中 的 免疫 微 环 境 情况 ， 并 结合 相关 免疫 疗法 进行 治疗 。 


T 细 胞 主要 功能 是 介 导 细胞 免疫 ， 在 免疫 微 环 境 中 起 着 关键 作用 ，T 细胞 抗原 受 体 
(Tcell receptor, TCR) 是 工 细胞 表面 结合 抗原 的 分 子 结构 ， 由 两 条 链 组 成 ，o 链 和 有 B 链 ， 
少数 TCR 由 yY 和 8 肽 链 组 成 向 。 每 一 条 链 包 含 了 可 变 区 CVX) 、 人 恒定 区 《〈C 区 ) 、 胞 质 区 
和 跨 膜 区 ， 其 中 o 链 和 B 链 的 高 变 V 区 含有 三 个 部 分 : CDR1、CDR2、CDR3，CDR3 变异 
最 大 且 组 成 了 最 具 多 样 性 的 CDR3 受 体 。 已 有 研究 证 实 ， 这 种 多 样 性 的 结构 是 由 胚 系 V、 
J. Dy C 基因 片段 的 随机 重 排 和 体 细胞 高 突变 而 形成 ， 其 多 变 的 特征 为 抗原 的 选择 提供 了 
一 个 多 样 化 的 细胞 受 体 库 69。 


高 通 量 测序 又 称 第 二 代 测 序 (next generation sequencing, NGS) ， 能 够 同时 对 上 百 万 
个 DNA 分 子 进行 平行 测序 ， 使 得 对 一 个 物种 的 基因 组 和 转录 组 进行 大 规模 的 分 析 成 为 可 
能 ， 为 复杂 基因 组 的 分 子 结构 研究 提供 了 一 个 便利 工具 ， 具 有 高 通 量 、 高 精度 、 高 敏感 度 
等 优点 外。 随 着 该 技术 的 发 展 ， 可 以 一 次 测 出 大 量 CDR3 序列 并 对 TCR CDR3 受 体 库 进 行 
相关 研究 ， 为 免疫 系统 机 制 的 探索 提供 了 一 种 有 效 的 方法 。 在 本 研究 中 ，NGS 用 于 检测 前 


列 腺 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 成 对 连续 样品 之 间 的 CDR3 多 样 性 ， 通 过 设计 各 V 区 家 族 和 J 区 家 
族 引 物 扩 增 出 TCR 的 所 有 CDR3 区 ， 采 用 高 通 量 测序 ， 分 析 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 之 间 的 不 同 
TCR 序列 组 成 ， 为 揭示 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 的 免疫 特性 和 提高 对 免疫 微 环境 特征 的 了 解 ， 并 
为 寻找 获得 有 效 的 轩 回 治疗 策略 黄 定 基础 。 


EHDI 


1 方法 与 材料 


1.1 一 般 资 料 


病例 取 自 深圳 市 人 民 医 院 的 5$ 例 PC 患者 ， 收 集 患者 的 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 。 患 者 皆 经 
过 确诊 的 PC 病理 诊断 ， 无 转移 ， 平 均 年 龄 65.80+9.80 岁 (范围 ，56-76 岁 ) 。 患 者 均 签 署 
知情 同意 书 ， 有 完整 的 临床 资料 和 其 他 各 种 相关 资料 。 


1.2 样本 组 织 DNA 提取 及 PCR 建 库 


用 Qiagen DNA 提取 试剂 盒 进 行 DNA 提取 ， 使 用 Qubit fluorome-ter 测定 DNA 浓度 。 
取 500ng 基因 组 DNA 作为 反应 起 始 量 ， 同 时 作为 模板 。 加 入 特异 设计 的 V 区 基因 和 J 区 
O 基因 引物 ， 形 成 分 别 对 应 VARA, J KRAS i, H QIAGEN multiplex PCR Kit 进 
N 行 多 重 PCR， 以 扩 增 重 排 的 TCR-B CDR3 区 域 。 接 着 电泳 检测 100-190bp 的 多 重 PCR 产 
物 ， 用 QIAquick Gel Extration 进行 回收 。 向 产物 加 入 End Repair Mix, Æ 20C 进 行 末 端 修 
复 反 应 ， 并 用 QIAquick PCR Purification Kit 进行 纯化 去 除 引 物 序列 。 经 过 末端 修复 后 的 
he DNA ABE 3! 端 连 上 “A” 碱 基 ， 再 用 Adapter oligo mix 和 DNA ligase 配制 接头 连接 反应 
= 体系 进行 接头 连接 。 通 过 POR 反应 富 集 经 过 接头 修饰 的 DNA JBL, ALP Os HEAT SE MIRE 
© 胶 电 泳 ， 最 后 用 QIAquick Gel Extraction kit 进行 胶 纯化 回收 ， 得 到 目的 片段 ， 完 成 文库 的 


1.3 文库 检测 与 测序 


用 Agilent 2100 Bioanalyzer 检测 文库 的 插入 片段 范围 ， 检 测 合格 的 片段 加 入 NaOH 游 
液 使 之 变性 成 为 单 链 ， 稀释 后 加 入 到 Flow Cell 中 。 与 Flow cell 接头 杂交 后 的 片段 进行 桥 
式 PCR 扩 增 ， 此 过 程 在 cpBot 平 台 上 结合 Truseq PE Cluster kit v3-cBot-Hs 试剂 进行 ， 最 后 
在 Illumina MiSeq 平 台 上 完成 自动 化 测序 。 


1.4 数据 分 析 


数据 下 机 后 ， 对 原始 数据 进行 过 滤 和 拼接 等 预 处 理 ， 得 到 合并 序列 ， 用 milaboratory 
开发 的 miTCR 软件 进行 比 对 ， 自 动 校正 序列 错误 。 比 对 完成 后 ， 自 动 统计 CDR3 克隆 的 表 
达 及 插入 缺失 情况 。 根 据 比 对 分 析 得 到 的 结果 ， 从 V- 组 合 表达 情况 等 水 平 进 行 样品 多 样 
性 差异 分 析 和 克隆 表达 差异 分 析 。 


提取 ， 利 用 高 通 


结果 


本 研究 招 


募 了 5 名 PC 患者 ， 并 从 每 位 患者 获取 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 病理 切片 用 于 DNA 
通 量 测序 方法 研究 两 种 样本 中 的 TCR 序列 图 谱 。 将 原始 数据 过 滤 后 ， 总 共 得 


到 的 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 样本 中 映射 免疫 序列 读数 的 数量 分 别 为 626974 和 372420。 获 得 的 


癌症 样 


本 的 克隆 类 较 多 。 


2.1 高 度 扩 增 的 克隆 (hyper express clone-type) 分 


Zy 
Fr? 


每 个 克隆 的 表达 水 习 
每 个 克隆 的 扩 增 程度 


并 上 


0.5% 的 TCR 克隆 定义 为 高 度 扩 
<0.001%,0.001-0.01%,0.01-0.1%,0.1-1%,>1% 五 
HEC, HEC 的 比率 为 0.35; 在 癌 旁 组 织 样本 
为 0.23， 可 以 看 出 PC 患者 癌 组 织 中 
数 的 TCR 克隆 以 低频 率 存 在 ， 高 度 扩 


以 该 Clone 在 测试 样本 
基于 每 个 独特 CDR3 序列 的 频率 ， 
增 克隆 比 HEC 。 我 们 将 克隆 扩 增 程度 按 HEC BYE aN 
个 等 级 。 结 果 显 示 ， 在 癌症 样本 


rh 


od 


出 现 的 次 数 /该 样 


本 的 总 优质 序列 数 计 


其 中 频率 > 样本 总 读数 的 


增 性 


不 同 克隆 表达 程度 
23.85%， 而 表达 程度 0.1-1% 的 克隆 占 70.11%; 


的 克隆 占 存 
言 之 ， 相 对 于 癌 旁 组 织 样 


在 的 工 细胞 序列 的 38.94%， 表 达 


HEC 数量 
HEC 比率 


， 仅 有 8 个 克 
高 度 扩 增 性 克隆 数 明显 多 于 癌 旁 对 照 组 〈 表 1) 。 
克隆 (HEC) 所 占有 
的 克隆 百分比 ， 在 癌 组 织 样本 中 ， 表 达 程 度 为 0.01-0.1% 的 克隆 占 


在 癌 旁 组 织 样 


度 为 0.1-1% 的 克隆 占 35.36% (A 


有 26 个 

隆 被 定义 为 HEC，HEC 比率 
大 多 

的 比例 很 小 ， 进 一 步 计 算 具 有 


本 中 ， 表 达 程 度 为 0.01-0.1% 
1) 。 总 而 


本 ， 癌 症 样 本 具有 更 高 的 HEC 比率 和 更 高 程 


表 1 癌症 和 癌 旁 组 织 中 的 HEC 


度 的 克隆 百分比 。 


Table 1 HEC in cancer and adjacent tissues 


HEC: 高 度 扩 增 克 隆 比 
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图 1 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 CDR3 碱 基 序 列 在 各 个 克隆 频率 分 布 段 的 克隆 分 布 情况 


Fig.1 Clonal distribution of CDR3 base sequences in cancer tissues and adjacent tissues at each cloning 


frequency distribution 


The X axis represents the four clone frequency distribution segments, and the Y axis is the percentage of the 


corresponding frequency distribution segment 


2.2 T AHAB RE AY ASX SER] CTRBV) 和 交 联 区 基因 (TRBJ) 序列 谱 的 比较 


为 了 确定 工 细胞 B 链 可 变 区 基因 (TCR beta chain variable gene, TRBV) 和 交 联 区 基因 
(TCR beta chain junction gene, TRBJ) 序列 谱 中 是 否 存在 任何 疾病 特异 性 差异 ， 我 们 比较 
了 癌症 组 和 癌 旁 组 中 各 TRBV 和 TRBJ 亚 类 的 表达 水 平 ， 总 共 包括 了 58 个 TRBV 片段 和 
14 个 TRBJ 片段 。 结 果 显 示 ， 除 了 TRBV2、TRBV15 和 TRBV7-8， 癌 症 组 中 有 55 个 
TRBV 亚 型 的 表达 水 平 明显 异 于 癌 旁 样本 组 (图 2) ，14 个 TRBJ 亚 型 的 表达 水 平 在 两 组 
样本 中 都 表现 出 极 大 的 变化 (图 3) 。 至 于 TRBJ 基因 的 使 用 比例 ， 在 癌症 样本 中 为 0.13% 
至 29.65%， 而 在 癌 旁 样本 中 该 数据 为 0.27% 至 23.95%。 因 此 ， 癌 症 组 和 癌 旁 组 样本 中 的 
V、J 基 因 亚 型 都 出 现 了 绝 大 多 数 的 差异 性 表达 ， 以 上 这 些 数据 可 以 说 明 癌 症 组 和 癌 旁 组 样 
本 中 特定 的 V、J 基 因 可 能 存在 克隆 扩 增 。 


201812.00058v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


20 
15 
10 
5 
"E-E-E EEE EE EEEE N SA Ttito CS 严 
上 
EFEEEREREEEEE P-Re BF EF FFFFFFFFFFFF FF FF FF FF FFF 
a i 
FE 人 


mProstateCancer mProstate 


图 2 癌症 与 癌 旁 组 织 的 V 基因 比 对 情况 
Fig.2 Comparison of V gene between cancer and adjacent tissues 


The X axis represents the V gene subtype, and the Y axis represents the percentage of the corresponding V 
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图 3 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 的 本 基因 比 对 情况 


Fig.3 Comparison of J gene between cancerous tissue and adjacent cancer tissue 


The X axis represents the J gene subtype, and the Y axis represents the percentage of the corresponding J 
subtype in the sample 


2.3 TRBV 和 TRBJ 基因 配对 差异 分 析 


通过 分 析 TRBV 和 TRBJ 基因 亚 家 族 的 表达 水 平 ， 我 们 发 现 了 前 列 腺 癌 相 关 的 V、J 基 
因 ， 随 后 ， 通 过 获得 每 个 样品 的 V-J 组 合 频 率 并 分 析 该 组 合 的 使 用 频率 差异 ， 我 们 发 现 了 
更 加 有 价值 的 信息 。 这 里 统计 的 是 高 表达 的 配对 组 合 ( 表 达 程 度 ) 1%) ， 结 果 显 示 ， 在 癌 
症 组 和 癌 旁 组 中 出 现 有 重 仅 的 配对 组 合 ， 也 有 表现 出 显著 差异 的 配对 。 其 中 有 24 对 组 合 在 


癌症 组 各 样本 中 出 现 显著 差异 表达 ( 表 2) ， 有 16 对 组 合 在 各 癌 旁 组 织 样本 中 出 现 差异 表 
IK (43) 。 例 如 TRBV24-1-TRBJ2-7 配对 在 癌症 样本 中 最 高 表达 【12.39%) ， 在 癌 旁 样 
本 中 低 表达 (<1%) ; TRBV30-TRBJ1-1 在 癌 旁 样本 中 高 表达 (10.07%) ， 在 癌症 样本 

低 表 达 (<1%) 。 这 些 数据 表明 了 特定 的 V-J 基因 配对 对 前 列 腺 癌 组 织 具有 特异 性 。 
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R2 VJ 基因 配对 在 癌症 样本 中 的 应 用 


Table 2 Application of VJ gene pairing in cancer samples 


VJ Gene Degree of expression (%) 
TRBV24-1: TRBJ2-7 12.39 
TRBV15: TRBJ2-5 5.49 
TRBV24-1: TRBJ2-5 4.65 
TRBV2: TRBJ2-5 3.78 
TRBV2: TRBJ2-7 3.45 
TRBV2: TRBJ1-5 3.34 
TRBV2: TRBJ1-1 2.85 
TRBV19: TRBJ2-5 1.92 
TRBV25-1: TRBJ2-5 1.67 
TRBV19: TRBJ1-2 1.61 
TRBV25-1: TRBJ2-7 1.54 
TRBV25-1: TRBJ2-3 1.52 
TRBV10-1: TRBJ2-5 1.41 
TRBV15: TRBJ2-7 1.40 
TRBV10-3: TRBJ2-7 1.40 
TRBV15: TRBJ1-6 1.38 
TRBV7-2: TRBJ2-7 1.38 
TRBV2: TRBJ2-2 1.32 
TRBV12-3: TRBJ2-7 1.29 
TRBV7-8: TRBJ2-7 1.18 
TRBV10-3: TRBJ25 1.16 
TRBV19: TRBJ2-7 1.15 
TRBV19: TRBJ1-1 1.07 


TRBV20-1: TRBJ1-2 1.02 


表 3 VJ 基因 配对 在 癌 旁 样本 中 的 应 用 


Table 3 Application of VJ gene pairing in paracancerous samples 


VJ Gene 
TRBV30: TRBJ1-1 
TRBV15: TRBJ2-3 
TRBV2: TRBJ2-7 
TRBV2: TRBJ1-1 
TRBV24-1: TRBJ1-1 
TRBV2: TRBJ2-5 
TRBV19: TRBJ1-2 
TRBV2: TRBJ1-2 
TRBV20-1: TRBJ2-7 
TRBV2: TRBJ2-3 
TRBV2: TRBJ2-2 
TRBV12-3: TRBJ2-7 
TRBV12-3: TRBJ1-2 
TRBV29-1: TRBJ1-4 
TRBV15: TRBJ2-5 
TRBV2: TRBJ2-1 


讨论 


前 列 腺 癌 发 病 率 逐 年 提高 ， 早 期 的 PC 预后 较 好 ， 但 是 
列 腺 癌 阶 段 ， 就 很 难 治疗 。 原 发 性 肿瘤 的 免疫 


Degree of expression (%) 


10.07 
7.15 
5.21 
3.93 
3.57 
2.07 
1.80 
1.78 
1.25 
1.21 
1.21 
1.20 
1.18 
1.16 
1.03 
1.00 
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当 发 展 到 转移 性 去 势 抵抗 性 前 


作为 前 列 腺 癌 治 疗 的 热点 ， 可 通过 
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PC 和 前 列 腺 癌 旁 组 织 样 上 
前 列 腺 癌 旁 组 织 样本 
372420， 提 供 了 大 量 
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PC 中 TCR 谱系 的 信息 


我 们 发 现 大 多 数 的 TCR 克隆 以 低 
较 少 ， 表 明了 这 些 低频 率 的 克隆 没有 进 
的 TCR WENN HEC, AR 
性 克隆 。 与 前 列 腺 癌 旁 组 织 样本 相 比 ，PC 样 
比率 。 
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909。 本 研究 中 ， 我 们 使 
基础 上 的 TCR 谱系 ， 结 果 分 别 在 PC 和 
1 获得 了 在 数据 库 成 功 比 对 并 识别 为 免疫 序列 的 读数 626974 和 
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体 的 TCR CDR3 图 谱 


本 中 的 TCR 谱 具 有 


i 中 还 是 存在 一 些 1 


高 度 扩 增 
的 HEC， 更 高 的 HEC 


其 中 PC 样本 存在 26 4S HEC, HEC 的 比率 为 0.35， 而 癌 3 
被 定义 为 HEC，HEC 比率 为 0.23， 表 明 癌 症 
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者 组 织 中 高 度 扩 增 | 
高 和 斜 的 克隆 型 组 成 。 然 而 ， 本 研究 并 没有 发 现 癌症 组 不 同 
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在 相同 的 高 克隆 HEC， 这 有 可 能 是 由 于 个 体 免 疫 系统 存在 复杂 性 和 个 体 的 差异 性 ， 不 同 组 


织 档 


本 间 存 在 同样 的 异 质 性 。 许 多 先前 的 研究 大 多 是 探讨 PC 患者 的 前 列 腺 切除 术 或 检查 


组 织 中 的 促 肿 瘤 活性 等 上 529， 因此 发 现 不 同 PC 个 体 中 的 共同 HEC 也 许 对 PC 组 织 特殊 标 
志 物 的 发 现 有 研究 价值 。 对 PC 组 织 中 不 同 个 体 是 否 存在 相同 的 HEC 需要 进一步 的 研究 。 


在 个 体 发 育 过 程 中 ，TCR B 链 的 V、D、J 基 于 片段 发 生 重 排 ， 形 成 具有 高 度 多 样 性 的 


可 变 区 CDR3，CDR3 决定 了 一 个 独特 的 TCR 克隆 型 。 机 体 在 疾病 状态 下 TCR 基因 会 发 生 
针对 性 的 重 排 ， 因 为 体内 存在 某 些 特定 的 抗原 ， 这 种 重 排 会 使 机 体 选 择 性 地 表达 了 某 些 家 


族 的 工 细 胞 ， 然 后 出 现 TCR 特异 性 的 工 细胞 克隆 性 增殖 现象 03-299。 本 
与 PC 疾病 相关 的 V、J 基 因 ， 也 发 现 V 一 J 基因 组 合 (配对) 的 差异 表达 更 加 有 研究 价 


值 ， 


本 中 出 现 差异 表达 ， 这 些 数据 表明 了 特定 的 V-J 基因 配对 对 前 列 腺 癌 组 织 具有 特异 性 。 


or 


完 中 我 们 挖掘 晶 
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其 中 有 24 对 组 合 在 癌症 组 各 样本 中 出 现 显 著 差 异 表达 ， 有 16 对 组 合 在 况 旁 组 织 各 样 


本 研究 选择 病例 较 少 ， 男 外 ， 缺 少 对 组 间 共 有 高 度 克 隆 HEC、CDR3 的 氨基 酸 差异 等 


进行 深入 的 分 析 ， 也 没有 及 时 收集 相同 患者 的 外 周 血 作为 一 实验 组 。 但 是 ， 我 们 从 免疫 微 
环境 角度 、 序 列 的 水 平 并 用 高 通 量 测序 探索 了 整个 TCR 谱系 ， 这 对 PC 疾病 的 致 病 机 理 、 
进一步 研究 肿瘤 微 环 境 特性 、 肿 瘤 特异 性 抗原 的 鉴定 以 及 对 疾病 诊断 治疗 提供 了 新 的 数据 


和 新 的 分 析 思 路 ， 对 以 后 继续 研究 打下 了 基础 。 
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